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"MÉTODO DE TESTE PARA SURDEZ DE
ORIGEM GENÉTICA".
Refere-se o presente relatório
a uma Patente de Invenção que trata de um método de teste
5 especialmente desenvolvido para detectar a surdez de origem
genética.
A deficiência auditiva é um
dos distúrbios sensoriais humanos mais comuns, e pode se
manifestar em qualquer faixa etária, podendo ser devido a
10 causas genéticas ou adquirida por fatores ambientais.
Os principais fatores ambien-
tais que contribuem para a deficiência auditiva são menin-
gite, caxumba, complicações perinatal, infecções congênitas
(toxoplasmose, rubéola e citomegalovírus), tocotraumatismo
15 e uso de medicamentos durante a gestação (SIMÕES et al.,
1992; KALATZIS, 1998).
A prevalência da deficiência
auditiva na infância é estimada em 1,5/1000, variando de
0,8 a 2/1000 em diferentes áreas do mundo industrializado,
20 sendo que entre as crianças com déficit permanente de audi-
ção cerca de 90% apresentam distúrbios neurossensoriais, 5%
de condução e 5% mistos (PARVING, 1994).
A deficiência auditiva' pode
ser classificada de acordo com alguns critérios. Com rela-
25 ção à localização do defeito ela pode ser condutiva, quando
a anomalia afeta o ouvido médio ou externo, neurossensorial
(perceptiva ou neural) em que as anomalias estão situadas
entre os receptores do ouvido interno e as regiões auditi-
vas do cérebro, ou ainda mistas, quando envolve ambos os
defeitos. De acordo com o grau de severidade da perda audi-
tiva, ela pode ser classificada como leve, correspondendo a
perda de 27-40dB; moderada 41-55dB; moderada grave 56-70dB;
5 grave 71-90dB; profunda correspondendo a perda auditiva
>90dB. A deficiência auditiva pode ser pré-lingual quando
está presente ao nascimento ou antes da aquisição da lin-
guagem ou pós- lingual quando se apresente depois. Outro
critério para a classificação da deficiência auditiva é se
10 ela está associada com outros sinais (sindrômica) ou se é o
único defeito (não-sindrômica ou isolada) (GUILFORD et al.,
1994; KALATZIS, 1998).
A deficiência auditiva neuros-
sensorial está presente em cerca de 1/1000 crianças, e em
15 muitos casos é difícil estabelecer sua origem. Isso se deve
a sua grande diversidade etiológica, e também ao fato do
ouvido interno ser inacessível a procedimentos diagnósticos
discriminantes.
Em países desenvolvidos, tem
20 sido estimado que -60% dos casos de surdez pré-lingual têm
bases genéticas. Além disso, 1/1000 crianças tornam-se sur-
das após a aquisição da linguagem, ou seja no período pós-
lingual onde essas formas são freqüentemente menos graves e
progressivas (CARRASQUILHO et al., 1997; KALATZIS, 1998).
25 Quanto à surdez hereditária,
esta pode ser sindrômica, ou seja, apresentar-se associada
a malformações crânio-faciais ou cervicais, displasias es-
queléticas, anomalias cutâneas ou oculares, doenças neuro-
3117
lógicas, e disfunções renais ou metabólicas, entre outras.
Estima-se que 301 dos casos de surdez pré-lingual sejam
sindrômicos e 70% não-sindrômicos.
A surdez não-sindrômica é qua-
5 se exclusivamente monogênica e altamente heterogênea. Acre-
dita-se que mais de 100 genes possam estar envolvidos na
deficiência auditiva não-sindrômica (GUILFORD, 1994). Esta
pode se apresentar com vários padrões de herança, ligadas
ao cromossomo X (DFN) em 2% dos casos , formas autossômicas
10 dominantes (DFNA) 20 a 30% e formas autossômicas recessivas
(DFNB) 60 a 70%. Além disso, existem os casos com herança
materna devido a mutações mitocondriais.
Até o momento aproximadamente
60 loci foram mapeados e 15 genes foram clonados com rela-
15 ção às formas não-sindrômicas de surdez (KALATZIS, 1998).
Não surpreende a quantidade de loci envolvidos no fenótipo
da surdez, se considerarmos que a cóclea é um dos órgãos
mais complexos do ser humano. Como responsável pela audi-
ção, esta utiliza-se de aproximadamente 16.000 células sen-
20 soriais ciliadas que dependem, para seu bom funcionamento,
de despolarização da membrana celular e transdução mecanoelé-
trica, liberação da transmissão e transporte de íons, entre
outros eventos (AVRAHAN, 1997).
A comprovação de que mutações
25 no gene da conexina 26 (GJB2) localizado no cromossomo
13q12, estão envolvidas em 80% dos casos de surdez pré-
lingual não-sindrômica de herança autossômica recessiva,
veio a mudar as perspectivas do aconselhamento genético
nessa área, e principalmente considerando-se o fato de que,
a mutação 35delG, está presente em 70% dos casos onde esse




	 0 gene da GJB2 foi o primeiro
a ser identificado como sendo responsável pela surdez neu-
rossensorial não-sindrômica de padrão autossômico recessi-
vo. A partir de então, muitos outros genes foram clonados e
estão sendo estudados, envolvidos no fenótipo da surdez
10 neurossensorial não-sindrômica.
A conexina 26 (GJB2) é um tipo
de beta conexina, que é também chamada Cx26 (gap junction
protein, beta-2). As proteínas gap junctions são divididas
em duas categorias, alfa e beta, de acordo com a semelhança
15 da seqüência de nucleotídeo e níveis de aminoácidos. As co-
nexinas são uma família de proteínas com quatro domínios
transmembrânicos e estão implicadas na gap junction da co-
municação intercelular, as quais permitem a transferência
direta de pequenas moléculas e íons entre células vizinhas.
20 A transmissão é rápida e facilita a produção quase instan-
tânea de potenciais de ação. Essas proteínas são altamente
expressas em vertebrados em camadas da epiderme. As gap
junctions são raras entre os neurônios de mamíferos, mas
são comuns em células não neurais como células gliais, epi-
25 teliais e do músculo cardíaco. Na cóclea, as gap junctions
existem entre as células suporte das células ciliadas, po-
dendo formar um caminho para reciclagem dos íons K+ para
fazer a transdução da audição, levando a um influxo endo-
linfático desses íons com despolarização da membrana celu-
lar (KIKUOHU et al., 1995; AVRAHAN, 1997). As galo junctions
estão envolvidas na reciclagem dos íons K+ da endolinfa do
duto coclear após a estimulação das células sensoriais ci-
5 liadas e portanto, na perda da conexina 26 seria esse fluxo
de íons K+ é interrompido, levando a perda da audição (KEL-
SELL et al., 1997).
A detecção da mutação 35delG,
considerada como um hot spot no gene e não como um efeito
10 fundador, pois foi observada em indivíduos de grupos étni-
cos diferentes, tem alta relevância no rastreamento das
causas da surdez. Esta mutação é uma simples deleção de uma
guanina (G) de uma série de 6 guaninas estendendo-se da po-
sição 30 a posição 35 do gene GJB2. Essa deleção leva a al-
15 teração no quadro de leitura de aminoácidos provocando um
códon prematuro de terminação na proteína (DENOYELLE et al.,
1997; ZELANTE et al., 1997).
O invento aqui apresentado,
trata-se de um método para diagnosticar a surdez de origem
20 genética mais freqüente, ou seja a referida mutação 35delG
no gene da connexina 26. A mutação 35delG em homozigose, ou
seja, quando presente nas duas cópias do gene de um indiví-
duo, poderá resultar em deficiência auditiva em diversos
graus, de leve a profunda (MURGIA et al., 1999). Sendo assim,
25 o diagnóstico precoce é importantíssimo no que diz respeito
ao estímulo e reabilitação da criança, principalmente no
primeiro ano de vida, fase de aquisição da linguagem.
Os resultados obtidos até o mo-
mento, indicaram a freqüência de heterozigotos em uma amos-
tra de recém-nascidos brasileiros de 1 em 100 nascimentos
(SARTORATO et al., 2000). Estima-se que esta incidência deva
ser ainda maior em outras regiões do país, considerando a
5 heterogeneidade da população brasileira, e que a freqüência
de heterozigotos 35delG na Europa é estimada em 1 em 51
nascimentos (GASPARINI et al., 2000).
A deficiência auditiva neuros-
sensorial está presente em cerca de 1 em cada 1000 crian-
10 ças, e em muitos casos é difícil estabelecer sua origem.
Isso se deve a sua grande diversidade etiológica, e também
ao fato do ouvido interno ser inacessível a procedimentos
diagnósticos discriminantes.
Os exames audiológicos perten-
15 centes ao estado da técnica também apresentam certos níveis
de imprecisão, principalmente naqueles casos onde a perda é
leve. A mutação 35delG, principal responsável pela surdez
de origem genética, quando em homozigose, ou seja, quando
presente nas duas cópias do gene de um indivíduo, poderá
20 resultar em deficiência auditiva em diversos graus, de leve
a profunda.
O diagnóstico genético da mu-
tação 35delG, pode ser realizado por sequenciamento direto
do gene (SANGER et al., 1977), ou por outros métodos, tais
25 como, PCR alelo-específico seguido de digestão (ST= et
al., 1999) ou ASOH- hibridização com oligonucleotídeo espe-
cífico (RABIONET & ESTIVILL, 1999). Quanto ao sequenciamento
direto do gene, por se tratar de uma região repetida na se-
qüência do gene (T(G) 6T), ocorrem compressões no gel difi-
cultando a interpretação. Melhores resultados podem ser ob-
tidos através da clonagem, o que torna o método mais caro e
demorado. Outra dificuldade é com relação ao diagnóstico
5 dos heterozigotos, no sequenciamento direto do produto da
reação em cadeia da polimerase (PCR), ocorrem deslocamentos
de bandas facilmente confundidas com compressões, tornando
inviável o método (figura 1).
A realização de um PCR alelo-
10 específico seguido de digestão é uma outra alternativa de
detecção da 35delG. Este método no entanto, é mais demora-
do, demandando o tempo de digestão, que deve ser precedido
de uma análise prévia do sucesso da amplificação. Além dis-
so, as enzimas de restrição que podem ser usadas para este
15 método tornam a técnica muito mais cara. Outros métodos
ainda têm sido descritos, também envolvendo a reação de PCR
seguida de digestão, mas nenhum deles apresentam controles
internos tornando o resultado duvidoso (SToRm et al., 1999;
Wifcox et al., 2000).
20 A técnica usando hibridização
com oligonucleotídeo específico (ASOH), é mais demora ain-
da, requer a amplificação prévia por POR e hibridização
usando oligonucleotídeo específico marcado com isótopo de
fósforo 32. A utilização de materiais radioativos dificulta
25 a análise em larga escala. Por outro lado, um método recen-
temente desenvolvido usando sondas não radioativas, são
mais demorados, além de utilizarem materiais de consumo
mais caros (CASADEMONT et al., 2000).
De conformidade com o acima
descrito, o presente invento será pormenorizadamente expli-
cado com referência aos desenhos abaixo relacionados, nos
quais:
	
5	 a figura 1	 ilustra uma representação do Resultado
do gel de sequenciamento direto do
produto de PCR de um indivíduo hetero-
zigoto para a mutação 35delG;
a figura 2	 ilustra uma representação esquemática
	
10	 da amplificação;
a figura 3 representa um esquema dos Ciclosutili-
zados na reação de PCR alelo-especí-
fico; e
a figura 4 mostra o resultado obtido após a rea-
15 cão de AS-PCR, sendo o referido resul-
tado relativo a três diferentes dia-
gnósticos.
Para a realização do invento,
que é um método que detecta a mutação 35delG no gene da co-
20 nexina 26, uma gota de sangue periférico do indivíduo a ser
testado, é colhida em papel de celulose. Depois de seco ao
ar por alguns minutos, duas porções de 1 a 3mm do papel são
cortadas, e colocadas em dois tubos de polipropileno com
capacidade para 50011, com o fundo perfurado com uma agulha
25 estéril calibre 25X7mm. Estes tubos, por sua vez, são colo-
cados dentro de outro dois tubos maiores de polipropileno
com capacidade para 150411.
Em cada tubo menor contendo o
papel, adiciona-se 20041 de um reagente de purificação
(Triton-X 1%; MgCl 2 SmM; Sacarose 0,32M; Tris-HC1 10mM pH
8,0). Os tubos são agitados por 1 a 2 segundos. Centrifuga-
se por 1 segundo e o reagente de purificação é então reco-
5 lhido no tubo maior e descartado.
O passo anterior é repetido
por mais duas vezes. Na terceira lavagem centrifuga-se por
1 minuto. A seguir, adiciona-se 20041 de TE (10mM Tris-HC1,
pH 8,0; 0,1mM EDTA). Os tubos são agitados por 1 a 2 segun-
10 dos. Centrifuga-se por 1 segundo. O TE é recolhido no tubo
maior e descartado.
O passo anterior é repetido
por mais duas vezes. Na terceira lavagem centrifuga-se por
1 minuto. Os papéis dos dois tudo contendo o DNA, agora se-
15 cos, são transferidos para dois tubos de polipropileno com
capacidade para 20041. Neste tubo deverá já conter uma mis-
tura de reagentes para amplificação para e reação usando a
técnica de AS-PCR (reação em cadeia da polimerase alelo es-
pecífica) descrita a seguir.
20 Para a técnica de reação em
cadeia da polimerase alelo-específica (AS-PCR), utilizam-se
prímers ou iniciadores para detecção da deleção 35delG. O
primer normal (NOR) é usado para amplificar o alelo sem a
mutação 35delG e o primer mutante (MUT) para o alelo com a
25 mutação 35delG. O primer comum (COM) é usado como primer
inverso juntamente com o primer NOR ou MUT (SCOTT et al.,
1998). Com essas duas reações (NOR e MUT) analisa-se cada
indivíduo como sendo homozigoto normal para a mutação
35delG, homozigoto mutante para essa mutação e heterozigo-
to. Os primers A e B são usados como controles internos de
amplificação, como mostra a figura 2. A tabela 1 mostra as
seqüências dos primers utilizadas.
5 Segue-se abaixo a tabela 1,
referente a Seqüência de primers utilizados para detecção
da mutação 35delG.
Tabela 1 - Seqüência de pri-
mers utilizados para detecção da mutação 35delG.
Prime= Seqüência 5'-÷3'
NOR TTG GGG CAC GCT GCA GAT CCT GGG GAG
MUT TTG GGG CAC GCT GCA GAT CCT GGG GAT
COM GAA GTA GTG ATC GTA GCA CAC GTT CTT GCA
A CCC ACC TTC CCC TCT CTC CAG GCA AAT GGG
E GGG CCT CAG TCC CAA CAT GGC TAA GAG GTG
(ScoTT et al., 1998).
A mistura de reação é feita da
10 seguinte forma:
1-3mm do papel, contendo o DNA do sangue, após o tratamento
descrito em A
10mM Tris-HC1, pH 8.8
50mM KC1
15 1,17mM de M
170iM de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP)
0,054g do primer normal (NOR) ou mutante (MUT)
0,05lig do primer comum (COM)
0,003lig dos primers controle A e controle B
20 0,01% de BSA (albumina de soro bovino)
1 unidade de enzima Taq DNA Polimerase
o volume é completado para 341,1 com água milli-Q.
Os tubos de reação são coloca-
dos em um aparelho termociclador, onde as temperaturas irão
variar formando ciclos, conforme esquematizado na figura 3.
Após os ciclos de variação de temperaturas, os produtos da
5 reação presentes no tubo, são analisados por eletroforese
em gel de agarose na concentração de 1,5% em tampão Tris-
Borato-EDTA, ou TBE 1X (TBE 10X é composto de 0,089M de
Tris-base, 0,089M de ácido bórico e 0,75g de EDTA) contendo
brometo de etídeo (na concentração 0,51.1g/m1) para visuali-
10 zação das bandas de amplificação.
O resultado é então visualiza-
do no gel de agarose em transiluminador de luz ultraviole-
ta. O indivíduo apresentando as dois cópias normais do gene
apresentará as bandas de 360 e 202 pares de base somente no
15 tubo onde foi colocado o primer contendo a seqüência normal
do gene (NOR), ou seja, contendo as 6 guaninas. O indivíduo
contendo os dois genes mutantes apresentará as bandas de
360 e 202 pares de base somente no tudo onde foi acrescen-
tado o primer contendo a mutação 35delG, com 5 guaninas
20 (MUT). Podem existir ainda os indivíduos que apresentam um
cópia do gene normal e outra mutante, estes apresentarão as
bandas de amplificação de 360 e 202 pares de base nos dois





Segue-se abaixo uma descrição
do funcionamento do presente invento.
Em uma porcentagem variável de
casos, segundo a população estudada, a etiologia é clara-
mente ambiental, decorrente de fatores pré, peri ou pós-
natais. Entre os casos de etiologia genética, pode-se dis-
tinguir aqueles em que a deficiência auditiva é parte inte-
grante de um quadro sindrômico, e aqueles em que ela se
5 apresenta de forma isolada. Finalmente, numa parcela signi-
ficativa dos casos não é possível chegar a um diagnóstico
etiológico, com prejuízo evidente do aconselhamento genéti-
co - nesses casos, o risco empírico de recorrência é esti-
mado em 1W:.
10 A surdez hereditária não-
sindrômica pré-lingual (que se instala antes do desenvolvi-
mento da fala) tem um mecanismo de herança autossômico re-
cessivo em 80 % dos casos, autossômico dominante em 15 %, e
recessivo ligado ao X em cerca de 1-3 %.
15 Dados da organização mundial
de saúde indicam que 1 em cada 1000 crianças nascem com al-
gum tipo de surdez com grau suficiente para que algum tipo
de intervenção seja necessária para seu desenvolvimento e
comunicação. Estima-se que em países desenvolvidos 60% des-
20 tes tenham etiologia genética (COHEN & GORLIN, 1995).
Embora não se saiba com exati-
dão o número de loci envolvidos, é certo que a recente com-
provação de que mutações no gene da conexina 26 (GJB2) es-
tão envolvidas em 80% dos casos de surdez pré-lingual não-
25 sindrômica de herança autossômica recessiva veio mudar as
perspectivas do aconselhamento genético nessa área. Em par-
ticular, a mutação 35delG está presente em 70% dos casos em
que esse gene está envolvido.
Em termos práticos, nos casos
de origem indefinida o rastreamento de genes poderá ser
fundamental no diagnóstico etiológico. O encontro de muta-
ções permite a detecção de heterozigotos e o aconselhamento
5 genético de outros membros da família, além do próprio pa-
ciente, quando em idade reprodutiva.
Os protocolos de avaliação da
surdez pré-lingual variam amplamente entre pediatras, otor-
rinolaringologistas, geneticistas clínicos, neurologistas e
10 outros profissionais da área médica, dificultando ainda
mais o estabelecimento de um diagnóstico etiológico. A in-
corporação de métodos moleculares rápidos e precisos deve
tornar a investigação e o desenvolvimento de pesquisas nes-
sa área mais direcionada e homogênea com relação aos meca-
15 nismos envolvidos em distintas formas de surdez. Desse
modo, será possível não só contribuir para o conhecimento
global nessa área, mas também atuar em nível individual na
investigação diagnóstica e no aconselhamento genético. O
aconselhamento genético, por sua vez, deverá ser diretivo,
20 não coersivo e em moldes estritamente éticos.
O invento apresentado é utili-
zado para diagnóstico da causa genética de surdez mais fre-
qüente, a mutação 35delG no gene da conexina 26. A mutação
35delG está envolvida na maioria dos casos de surdez congê-
25 nita de origem genética. Como a mutação 35delG em homozigo-
se pode manifestar no indivíduo deficiência auditiva de
leve a profunda (MURGIA et al., 1999). Assim o diagnóstico
precoce é de grande importância tanto na reabilitação da
criança, principalmente na fase de aquisição de linguagem
e/ou comunicação, quanto no aconselhamento genético da fa-
mília.
Segue-se abaixo a Seqüência
5 contendo a região codificante do gene GJB2. Primers para
amplificação situados entre as posições 8 e 949bp
1 gatttaat/cc tatgacaaac taagttggtt ctgtcttcac ctgttttggt gaggttgtgt
61 aagagttggt gtttgctcag gaagagattt aagcatgctt gcttacccag actcagagaa
121 gtctccctgt tctgtcctag ctatgttcct gtgttgtgtg cattcgtctt ttccagagca
181 aaccgcccag agtagaagat ggattggggc acgctgcaga cgatcctggg gggtgtgaac
241 aaacactcca ccagcattgg aaagatctgg ctcaccgtcc tcttcatttt tcgcattatg
301 atcctcgttg tggctgcaaa ggaggtgtgg ggagatgagc aggccgactt tgtctgcaac
361 accctgcagc caggctgcaa gaacgtgtgc tacgatcact acttccccat ctcccacatc
421 cggctatggg ccctgcagct gatcttcgtg tccagcccag cgctcctagt ggccatgcac
481 gtggcctacc ggagacatga gaagaagagg aagttcatca agggggagat aaagagtgaa
541 tttaaggaca tcgaggagat caaaacccag aaggtccgca tcgaaggctc cctgtggtgg
601 acctacacaa gcagcatctt cttccgggtc atcttcgaag ccgccttcat gtacgtcttc
661 tatgtcatgt acgacggctt ctccatgcag cggctggtga agtgcaacgc ctggccttgt
721 cccaacactg tggactgctt tgtgtcccgg cccacggaga agactgtctt cacagtgttc
781 atgattgcag tgtctggaat ttgcatcctg ctgaatgtca ctgaattgtg ttatttgcta
841 attagatatt gttctgggaa gtcaaaaaag ccagtttaac gcattgccca gttgttagat
901 taagaaatag acagcatgag agggatgagg caacccgtgc tcagctgtc/a aggctcagtc
961 gccagcattt cccaacacaa agattctgac cttaaatgca accatttgaa acccctgtag
1021 gcctcaggtg aaactccaga tgccacaatg agctctgctc ccctaaagcc tcaaaacaaa
1081 ggcctaattc tatgcctgtc ttaattttct ttcacttaag ttagttccac tgagacccca
1141 ggctgttagg ggttattggt gtaaggtact ttcatatttt aaacagagga tatcggcatt
1201 tgtttctttc tctgaggaca agagaaaaaa gccaggttcc acagaggaca cagagaaggt
1261 ttgggtgtcc tcctggggtt ctttttgcca actttcccca cgttaaaggt gaacattggt
1321 tctttcattt gctttggaag ttttaatctc taacagtgga caaagttacc agtgccttaa
1381 actctgttac actttttgga agtgaaaact ttgtagtatg ataggttatt ttgatgtaaa
1441 gatgttctgg ataccattat atgttccccc tgtttcagag gctcagattg taatatgtaa
1501 atggtatgtc attcgctact atgatttaat ttgaaatatg gtcttttggt tatgaatact
1561 ttgcagcaca gctgagagag gctgtctgtt gtattcattg tggtcatagc acctaacaac
1621 attgtagcct caatcgagtg agacagacta gaagttccta gttggcttat gatagcaaat
1681 ggcctcatgt caaatattag atgtaatttt gtgtaagaaa tacagactgg atgtaccacc
1741 aactactacc tgtaatgaca ggcctgtcca acacatctcc cttttccatg ctgtggtagc
1801 cagcatcgga aagaacgctg atttaaagag gtgagcttgg gaattttatt gacacagtac
1861 catttaatgg ggagacaaaa atgggggcca ggggagggag aagtttctgt cgttaaaaac
1921 gagtttggaa agactggact ctaaattctg ttgattaaag atgagctttg tctaccttca
1981 aaagtttgtt tggcttaccc ccttcagcct ccaatttttt aagtgaaaat ataactaata
2041 acatgtgaaa agaatagaag ctaaggttta gataaatatt gagcagatct ataggaagat
2101 tgaacctgaa tattgccatt atgcttgaca tggtttccaa aaaatggtac tccacatact
2161 tcagtgaggg taagtatttt cctgttgtca agaatagcat tgtaaaagca ttttgtaata
2221 a taaagaata gctttaatga tatgcttgta actaaaataa ttttgtaatg tatcaaatac
2281 atttaaaaca ttaaaatata atctctataa t
As vantagens do presente teste
incluem a rapidez do método, o resultado sai em algumas ho-
ras, o baixo custo em relação os métodos convencionais de
análise de mutações, tais como seqüenciamento, análise de
5 restrição, etc. A possibilidade de análise de um grande nú-
mero de amostras em um mesmo dia, resultando em um método
de rastreamento populacional.
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REIVINDICAÇÕES 
1. "MÉTODO DE TESTE PARA SUR-
DEZ DE ORIGEM GENÉTICA", compreendendo um método de dia-
gnóstico genético para detecção de portadores da mutação
5 35delG no gene da conexina 26, caracterizado pelo fato de
compreender a utilização, para coleta do material biológico
a ser analisado, de um papel de celulose ou similar que te-
nha as mesmas propriedades de ligação ao ácido nucleico; a
reação de amplificação é feita a partir de uma gota de san-
10 gue periférico, podendo-se restringir a 1 a 3mm, ou outro
material biológico, colhidos em papel, ou diretamente em
tubo de reação.
2. "MÉTODO DE TESTE PARA SUR-
DEZ DE ORIGEM GENÉTICA", segundo o reivindicado em 1, ca-
15 racterizado pelo fato de que o método pode ser também uti-
lizado a partir de DNA genômico.
3. "MÉTODO DE TESTE PARA SUR-
DEZ DE ORIGEM GENÉTICA", segundo o reivindicado em 1, ca-
racterizado pelo fato de que o material biológico é pré-
20 tratado com uma solução de lise contendo detergentes e ou-
tros reagentes com função de liberação do DNA da célula; a
amplificação da região do gene onde está localizada a muta-
ção é feita utilizando seqüências de primers localizadas
próximas à mutação e contendo a mutação, os quais resultam
25 em amplificações diferenciais entre os alelos normais e os
alelos mutantes, assim como amplificações internas contro-
les; os primers utilizados correspondem às regiões 8 e
786bp, da seqüência a baixo transcrita:
1 gatttaat/cc tatgacaaac taagttggtt ctgtcttcac ctgttttggt gaggttgtgt
61 aagagttggt gtttgctcag gaagagattt aagcatgctt gcttacccag actcagagaa
121 gtctccctgt tctgtcctag ctatgttcct gtgttgtgtg cattcgtctt ttccagagca
181 aaccgcccag agtagaagat ggattggggc acgctgcaga cgatcctggg gggtgtgaac
241 aaacactcca ccagcattgg aaagatctgg ctcaccgtcc tcttcatttt tcgcattatg
301 atcctcgttg tggctgcaaa ggaggtgtgg ggagatgagc aggccgactt tgtctgcaac
361 accctgcagc caggctgcea gaacgtgtgc tacgatcact acttccccat ctcccacatc
421 cggctatggg ccctgcagct gatcttcgtg tccagcccag cgctcctagt ggccatgcac
481 gtggcctacc ggagacatga gaagaagagg aagttcatca agggggagat aaagagtgaa
541 tttaaggaca tcgaggagat caaaacccag aaggtccgca tcgaaggctc cctgtggtgg
601 acctacacaa gcagcatctt cttccgggtc atcttcgaag ccgccttcat gtacgtcttc
661 tatgtcatgt acgacggctt ctccatgcag cggctggtga agtgcaacgc ctggccttgt
721 cccaacactg tggactgctt tgtgtcccgg cccacggaga agactgtctt cacagtgttc
781 atgattgcag tgtctggaat ttgcatcctg ctgaatgtca ctgaattgtg ttatttgcta
841 attagatatt gttctgggaa gtcaaaaaag ccagtttaac gcattgccca gttgttagat
901 taagaaatag acagcatgag agggatgagg caacccgtgc tcagctgtc/a aggctcagtc
961 gccagcattt cccaacacaa agattctgac cttaaatgca accatttgaa acccctgtag
1021 gcctcaggtg aaactccaga tgccacaatg agctctgctc ccctaaagcc tcaaaacaaa
1081 ggcctaattc tatgcctgtc ttaattttct ttcacttaag ttagttccac tgagacccca
1141 ggctgttagg ggttattggt gtaaggtact ttcatatttt aaacagagga tatcggcatt
1201 tgtttctttc tctgaggaca agagaaaaaa gccaggttcc acagaggaca cagagaaggt
1261 ttgggtgtcc tcctggggtt ctttttgcca actttcccca cgttaaaggt gaacattggt
1321 tctttcattt gctttggaag ttttaatctc taacagtgga caaagttacc agtgccttaa
1381 actctgttac actttttgga agtgaaaact ttgtagtatg ataggttatt ttgatgtaaa
1441 gatgttctgg ataccattat atgttccccc tgtttcagag gctcagattg taatatgtaa
1501 atggtatgtc attcgctact atgatttaat ttgaaatatg gtcttttggt tatgaatact
1561 ttgcagcaca gctgagagag gctgtctgtt gtattcattg tggtcatagc acctaacaac
1621 attgtagcct caatcgagtg agacagacta gaagttccta gttggcttat gatagcaaat
1681 ggcctcatgt caaatattag atgtaatttt gtgtaagaaa tacagactgg atgtaccacc
1741 aactactacc tgtaatgaca ggcctgtcca acacatctcc cttttccatg ctgtggtagc
1801 cagcatcgga aagaacgctg atttaaagag gtgagcttgg gaattttatt gacacagtac
1861 catttaatgg ggagacaaaa atgggggcca ggggagggag aagtttctgt cgttaaaaac
1921 gagtttggaa agactggact ctaaattctg ttgattaaag atgagctttg tctaccttca
1981 aaagtttgtt tggcttaccc ccttcagcct ccaatttttt aagtgaaaat ataactaata
2041 acatgtgaaa agaatagaag ctaaggttta gataaatatt gagcagatct ataggaagat
2101 tgaacctgaa tattgccatt atgcttgaca tggtttccaa aaaatggtac tccacatact
2161 tcagtgaggg taagtatttt cctgttgtca agaatagcat tgtaaaagca ttttgtaata
2221 ataaagaata gctttaatga tatgcttgta actaaaataa ttttgtaatg tatcaaatac
2281 atttaaaaca ttaaaatata atctctataa t
4. "MÉTODO DE TESTE PARA SUR-
DEZ DE ORIGEM GENÉTICA", caracterizado pelo fato de que o
tamanho das bandas de amplificação podem variar de acordo
com a região da seqüência escolhida como primers para am-
5 plificação dentro do gene conexina 26; a amplificação se dá
entre 20-40 ciclos; a temperatura de anelamento utilizada
varia de acordo com a seqüência dos primers utilizados, de
40 a 60°C. a mistura de reação requer um tampão apropriado
para a enzima de amplificação, podendo ser qualquer DNA po-
10 limerase disponível; a concentração de MgCl 2 varia de acordo
com a seqüência dos primes utilizados, podendo ser de O a
2mM; o resultado é analisado pela técnica de eletroforese,
utilizando gel de agarose em concentrações que podem variar
de 0,8 a 3%, ou géis similares, como por exemplo poliacri-
15 lamida ou géis pré-fabricados; o gel, por sua vez, pode ser
corado pela adição de brometo de etídio ou outro tipo de







































"MÉTODO DE TESTE PARA SURDEZ
DE ORIGEM GENÉTICA", compreendendo um método de diagnóstico
genético para detecção de portadores da mutação 35delG no
5 gene da conexina 26, caracterizado pelo fato de compreender
a utilização, para coleta do material biológico a ser ana-
lisado, de um papel de celulose ou similar que tenha as
mesmas propriedades de ligação ao ácido nucleico; a reação
de amplificação é feita a partir de uma gota de sangue pe-
10 riférico, podendo-se restringir a 1 a 3mm, ou outro material
biológico, colhidos em papel, ou diretamente em tubo de rea-
ção.
